
I-i REpuBLrouE ALGERTENNE pEMocRArrouE ET popur-.AIRE 
iI

i """ ;lë*'rr ;FrF* 
a

-I ff,Il,,SîËR E DEI'EN,SEG,VE,IilEI,TSUPER,ËUR ET DE LA III: RECHERCHË SC'ETVTIFIQUE iI I

-: *rHF JF:&Ë' :F:F+F !I crxmr uurrnsrmnr ou oumsu i-:i
! ptPARTtMtNT DU GENIE DES PROCEDES CHIMIQUES i:

-l r
! ! --h^ÿrm nr ..-ÿr? .^rrmyÿn'-aa\ .h,/\'yy\ y r/\ytrrr'-l'.yt-rry/\ty I !

i F PROJ.E'I' DE t,IN II'H'I'UI)E§ I',UUK L'()I,'I'EN 1t(lN,, , i
- I i DIT DIPI,oME D'INGENIEIIR D'ETAT 1 II t ',L) .A I) lr I '\.rIYI-D l-' lI\ rJ.El'\ l.lf LJ rr.- t/ tf I rr I ] i

' I 
^^-^- -, -ffi ^vvvlrÿïi 

rly.^ÿyrîr.'-rÿr.''-ay r I-l I :i t ','S'P'L'CIALIT'E : UHIMTE INDU§I I(ItrLLE,;, ',= i: i 

- 

r I: i /\D'rr^\T . r:ET\TrE arJrÀ,{rôrrE i :

t'tl

-.lrrirII-I.IItI.t-.t-.l-ll-tI-ll-llIlIE.l-lIrllI.l-..-rl_

I'rl

_I YffiffiffiÆffi i: ffiffi§ffiffiwffiffi :t

I:ill :'
! , lrrcr' 

^ 
rr nr\rlr.T. ntrrr.Tïl rrE'T'fr^T-rE T\E n^e À /lE T-rE I- : F.] ffIIùE ITU I-(JIN L D' UNE IYI..tr T rltJTJE L)L l,'\JùâIJT. L)E ] :

! I - ;-'; ^;;;^;;;-;;.'^*^ rTï\T rrrr rErT ,r^r ôêrôrTE 1 i
: I L.ÂlYlfl\zlÀ-rlrl,1\li Lirr}'l\ù L, Il LVLLL.LLT"\) ttL\.rrrtl\Ir:\{'l..t r: I :
I i /Yrn^rD\ D^ D Lrrlr rt 1 I-! i (uI(I.N.E)r-f1I1.tr[.rL\, r i!ili

-! I

ftlISE AU POINT D'UNE METHODE DE DOSAGE..DE
L'AMPICILLINE DANS UN MILIEU BIOLOGIQUE

(URINE) PAR HPLC

:i PRonrorEuR: sulVt PAR: i
- i MB.t.s€HHBr MR. H. BouRRlouR iIi

i- I ELABORE PAR: ORGA I| 

-

I nnelle GÊGU| Mouniro t'Ii': u:iiiii':ittr' I-ti
r'rl

-l rl
!'rl
I'tl. l

t,i
rï\ fr x r F!.t=ÿY.§ d.'\ i{ î f'\ 1;".È r' ri!È f'. \ J-a i*.à- i ry-â+Æ:e§.ff8â#=§.S--$-*ff#s$ i:._tl

irrr-rr-ar-rt-rr ..-ar-rr-ar-rr-rr-tt-tr-rr-trrta-rr-rt-rtrra-ll-'lrlt-lt

PROJEî DE FrN D'ETUDES POUR L'OBTENTION. 
.D.fJi DIPLOME D'INGENIEUR D'ETA]r .

:§iiNE;*UU N : CHIMIE INDU STRTELLE
OPTION: GENIE CHIMIQUE



lil
lffi

IE

r

I ' I/-D6nüiüo[.........trr.ar....r....irr.......rrrô.ô.r..r.a....r.a........" 
I-

I . 2l-Clasgifkntionrletrnéditarntntg.rai.r..ra...ratr.r........."..."*..2
I t 3 /'I-eg mtiLiutiqllÊ§.....r...r.....r..r.........r...1.r.t.....a..r..."..."3

SOÜft}TAfRE

Islssgs-{sp
pnftr(}

r /' D6fi[itiiot[....n...r..r..r..r........r..rr....r.........................."3
2 / - clnaslflcrllott deg ürllhlotlquee rlr .rrrrr.....r])r..r.........4

t8ül

IL 1 / - lli:fînition..,.t.r*r*r.r.,r. rlrr.r,*r.,r ...,,..sil. ?/-Carnctérirtiques.....r.t*.*...r **i.,.,i.!., ,...,.....§
I I - I}énomimtiun eü forrnule chimiquc,.., t,,.,, i,,.,,,,, .,, . .. . . _. . .s
2 / - Cnrnclère,,*r..*t,.r*3

lj.fxl;l*gmr:i::':::..:.:::.:::::.::::..:.:..::::..::..:;
5/'m'ffêtgIndêglrahlgs..... rr..rr......i..r.r.....r1r......1..r............8
6 /'Inttrncflons Médicanrent*utÈg.. ......r..r..r.ro... r.,..,.rr ri.....[}
7 I - PhnrmamrlynamlÊ........ .. r.r .. r... .... ... r r. t ! ... r. r r .. . .. . r. . .. . ..n.li
8 / - Pharrnnco*lnétigue,......Àr. ....,,... ......g

ÇhnpilfeJll I t,'ruipt
fff It rrr{r tt.W -"...ilIru, l. / - Ijifinf{fi1n,,,,,,, r r * * r r,, r r . t,,, r, r, r r t,, r, r !



Çbnni*,cç.YH;-YsXi,#,sfi p-n-d-:ffi If, #Jhcdç",Sh,u*[rus

Yil.1/D6{initiorlr...r.r.rr.rrrrrrr..rr.rrrrtrr!"rrrrrrrrrrr.rrrrrrrrrrrrrrrrr,2ÿ
Vn , 2 / Crit'èrg dg la validation,rr,rr!,'t,rtrrrr*r,,rr,,rr,r*,r,rt ,,,r,,2ÿ

PÂRTIE EXPEnIMENTAI,E,

I Ë Bu$ .,tttlrtttrtttttttrrttrlrtüt?ürrr.rlürrrrtrr.rlrrrrtrlrrrrrrilrrrlrrrrrrrrrr.rrrr...rSS

II/"Çq[m!§-gç.fl rE,ll#.[ç,!ss{fl ttèrs"rrJÊr.$$-re

-Carattériuüquce génôratcsrr*.r..irr.'..r.......r..r.r......rrr.r.,.... , 33

- Matér{gls êt r6atüft1.......... rr.r.rtar.rr..a...rr.a..r...r...r....r.rr.r...35

III /-

IrI . I / - contrôlc dc pcrfonrranrc dc lo colonnt o1s ......".r..]...*....3ÿ
III. 2 / - Choix deg conditions op6ratoircg........".........{...,......".*.3g

IIr . 3 / - optimigntion dcg eonditions chromatogrnphiquÊ8...*,... 
" 
n..40

III .4/-YalidationdgIaméthodt'.......,.t*ô...i.r..rr....r..,......"....4L

I l - §pecilicit6..ôôrr........'.ôr.....ô..r..o..ô.a....a.r.....t..........."rtl

2 I - §6lcctiviü6...........r...ôrô..r..ô..è..|.,...{i.,.....ir..............rü.L

3 /- Linôaritô........r.r.r.......r.r...r.r.....r....rr.r.ri.rr.,r.r ,r.....42

4 / t Pr6cigion........rr.......r.r.t...r....rr...o..i..rr.r..rr..r...r"....43

5 /- Limit6 do d6{tction.rr.r...r..'...rr..re .r..r...or....r......ti ".,.M
6 / - Intcrvallo dc dos8gs........tr...rrrriir{..rr.r.r..rr............,,.4S

IV - Ans]issllqllsur t'es!$usues ss*l
lYtlÂCalcülttttttttt"r.r.....r.ra.............r*...lr.............................dG

IYJ/*Interpr6tatiotl.............. ô.......... a. i.............. r...... ......... . n..,4d

Çq+§lssis

A§*§§

§lbliqsrqp.]&





rnr-
rrr-
rr
tu
to
tu
tu
f,i
to
f,ü

to
fr
lln
trl
II
ï_

htII
T,â

hîII
tn

h
!T

Ilernerciernents

ie remercie siucèrernent tous ceux qui m'otrt aicié de près ou cic ioiu !]$ilr
élaborer cc travail ert parliouiier fulcssicurs ;

- BO{JARIûUA .K ct SEKHRI .[, ( Pnrrnotcur ci. Co - Jrtorrt«tlcur )

- Dr. CI{ACOIf .A ( l)irectcrlr du CItD « SAIDAL »)

- Mme IIAMDLN ( Directrice du luboratcirc analytiqttcl.

- L'ensemble du personnel du laboraioire anaiytique (CIi.l)).

Sans oublier mes Prof'esseurs de l'institut r1o Chirnie Inclusrtielle

\I^ClCtIÀif ,,+ I 
^I\/ftA- I\.rar)ùl.IYt \rL LrfLIYtIra



ffiffitt#ffiffiffi



'I
,Tr

TË

ï

ï

ï

ïr
ï

ïr
ï

î

ï

il
lr
ît
ï

H
-H
_t

r}rJ:^--^^^rrcl.tlt;aües

.Ie dédie ce rnodeste lravnil a :

Deux personnes à qui jc serais reclevablc le long dc ina i'ie, mes ti"ès clion; parents
qtti n'ont cessé cle me soutertir clurant mon Çr.lr srrs,

I'dcs frèrcs ct sæurs :

'Racfri{ Azzottz, Ntafiet, Safb.uta, :Jiouria.

Ma grandc famillc :

Çrartcfs -p ærent s,'TArtt es e t ûruc [es.

Tous mcs ami (cs)



I



F
_1

i

Ë

ï

ï

ï

il
rË

rr
ril
l_Ë

rË
r_t

tt
IT
rlr
-l =ilF

qr
iF
lI
,l_

IJ:,-I

IN'I'RODUC'I'ION :

Le développement d'urr mé'Jicament esi uiie épreuve de iùirgui)

haleine, avant sa mise sur le marché"

En Al gérie, c' est l' En treprise nation al e de'çiriidiicti,oii

pharmaceutique «SAIDAI, » (créée en 1987) par le biais du centre cle

recherche et développenrent (CRD) qui a pris cette entité en charge ; eu

ambitionnant toujours plus d'intégrer de nouvelles technolcrgies afin

d'atteindre l'objectif final étant d'aboutir à un nréclicarrrcnt cflluauc avcu

une bonne sécnrité cl'utilisation et meilleure.

Dims le cadrc du dévslopperncrrt ilcs rnédioaurçnts génériqur:s qui csL

la principale stratégie du CRD au profit ilu groupe,.<SAIDAL », il rn'a été

proposé cl'éiu<Jier la rnise au poinl «l'uno méthodc dc <Iosago clc

l'Ampicilline dans un milieu biologique (urine) par I{P[,C.

Le but de ce travail cst de trouvcr la quaniité éliminée ilo

l'Arnpicilline après son administration dans l'urine (milieu biologique).

L'étude du médicament dans les milieux biologiques esi devenue unc

sourco rl'inlbrmation indispens:rhle dans plusieurs domaines tcls que :

L'étude de la bio-équivalence entrc dcux fbrmuiations

pharmeceutiques qui ont la rnême visée thérapcuticlue, l'étucle <Jc la

biodisponsabiiité . . . .etc.

De tels dosages sont d'un grand intérât, en bénéficiant ce l'IIPl,C qui

est devontte l'une cles nouvelles techniques mises au point, les pius utiiiséos

en particulier à polarité de phase inversée.

Cefte technique a pris une place de choix grâce à sa trabilité et son

couplage aisé avec les techniques automatisées.



Au cours do ce rnodeste travail, la première partio sorâ consacrée ri

une étude bibliographique poltant sur les médicaments en généial, ni;tre

médicament et la chromatographie (préoisément l'lll)LC).

Dans la deuxième partie (pratique), nous étudierons le coniporiement de

l'Arnpicilline par I'HPI,C en sélectionnant les conditions

chromatographiques optimales, on procédera ensuite à la validation par

l'évaluation statistique de ces critère.s et l' interprétalion rJes resultats

obtenus ainsi qu'à l'application tinale de la rnéthode et la conclusion on fin.
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[ - Cénéralité sur les médicanrents :

I.1l-Dêlinition:
-<< On cntcnd par mérlicamcnt toulc substancc oti cûl?iposition

présentée comnle possédant des propriétés cnratives ou prérretttives à

l'égard des rnaladies humaines ou animalss ainsi quc tout prodtiit çiorivaiit

être adnrinistré à I'homme ou à I'arrirnal, en vue d'établir un diagnostic

iréclical ou de restaurer, corriger <iu modifier leurs fr,nctioiis itrganiques :>i

ll l
Cette substanco peut êtie cl'origine naturelle par empleri de

produits tels qu'ils exisTent à l'état naTurçl ou à partir clesquols il cst possihlc

Jt--+--^:-- l^- ---!): .-4^ ^-- t-:^-- - t. ^--rlt: .-:-. ll.. /^l-t.-.-+1...- .-...-urôxualts uËs ltlËul\ialrlrrilts ulr uttill §uuvrill[ al ull\iltrilrj \uurçIruulr l)ar

s1,nthèse) ou alors serni-artifrcielle câr une sutrstancc naturelle inar:1ive peut

êit'e rttodifiée au luborutoire ct irartsfi,t'rriée cri utétiicartrertt .

Il est c.onstitué d'nn principre sç1if çt de substallces auxiliaires

(ou cxcipicnts) .

a l - Principe Actif :

Substance , possédani par olle rnême ou riu firir cle métaboiites des

propriétés pharrnacodynarniques (ou physiques) susceptil>les d'applicati,*'n-*

thérapeutiques ( ou tiiagnostic ) ei administrée en tant c1u'cllc sous tbrmc do

rnédicament [2] .

b/-Excipient:

Substance , a priori pharamecologicprcrnent incrle . utilisé$ pour

donnsr an médicamü)t une présentatioll convrnable à son uriiisation

( poids, volume, conserr,.,ation etc. ) [2] .
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I .r I /^l^,.,-:Ii^^4:,-- .l^,,,..Â,1:...--.,,..a^ .t . .L ' - 1-,1.1§§rlrL.Ifttrtl tlç§ ttrçlll\".rlllçrlù§ .

Ceux dont on dispose at{nurd'hui possèderrt de nomtrreuses linalités

ce qui perrnet de distinguer parini eux qiiaire graiides classes [ ] :

1 I f ^^ f, /Ia-12^.---.,-.-r.- --4.:l:^A^ )- +i+-^ ^-..<.-.,.*r:{. ..l I ' lr§s lÿlçUlLArlrçllls (lllll§c§ a Jtalç [tl §l'çlll,l, .

lls sont administrés , en vue de se protéger contre une nullarlie tirtrtrc

(vaccins antimicrotiiens) ou ile niodif,rer teniporaireineirt iiii proûessiis

physiologique ,

? / - I.es Médir:amcnts utilisés ii tifrr: suhsfifufif:

Ils pallient urr nr*uc1ue do liirganisnre clui peut êTre :

a / - d'origine exogène (alirnentnires) : vitarnines .

b I - d'origine endogène : le déficit peut être dé{initif insuf}isarrce dc la

produc.tion d'insuline c.hez le diabétique ) ou provisoire ( déperdition

hydricluo par hém<-rn'agio ou cliarrhéc ).

Dans totts c.es cas, lc médictament rra rernplacer nn corstituant

naturcl de i'organisme clont lo défàut toial on partiei csl responsabic de ia

maladie .

3 / - I-æs l\tlédicanrents utilisés à titre symptonratique :

il shgit en généml de substances dont I'effbt nc clure qu'à la corrciition

qu'elle demeure à concentralicln suffisalte eu ni.,,eâu cle I'c>rgane cible, et

dont il faut continuer I'administration aussi longtemps quo ia causo mênic

de ls meledie n'est pas éliminée.

Ces médicamtnts sont nonrbreux : les analgésiques , ies anti-pyréticlucs. ies

hypnotiques, les anti-inflaürmatoires, les lnoCificateurs cardiaques... .etc.



4! lxe M6tlicnmentc utilicés à titre curatif :

En s'altnqunnt à la cause môme de I'rtnt pnthologiqus, ils permettent

rl'ohtenir ln grrériscrn du mnlade .

Les subst$ncc{ sctives entrulncnt soit ls mort clc I'egmt responseblc

( procluit bnctéricide§ ) , soit [e rnientissement suffrssnt de sn multiplicnti.on

( produits bnctrlriostntiques ) dont les ffifibiotiques ftrnt pnrtie .

L 3 l- Los ÀBtlhlotlurtcu

1/-Iléftnltlonl

ce mot fut eurployé pour ia premièrc fois , en lg42 par rrvÀKsMÀH

qui en a donné le ddünition suivantc :

<< [Jn antibiotique est une substance chimiques ne,ürrellc* prrrrtuite* par

des rnicro-crrganismes ct qui a le propriété rf iniriber le crois*enre ou. mêm.a

de déruire des hnstéri*s ou d'autres micro-orgffirismes >> [3,4] ,

A pnrfir dç csttç initialç cléfiniticn ont çst arrivÉc àunç conceptian
plus vn"ste , nctuçllcmçnt 

" çç termç signitîe tnufc mhstnncç d,origine

naturelle ou synthétique ayant rure taxicité sufiisâmment faible vis-à-vis de
l'hôte humain , animnl ou végéral prur que srnt adminislration puisse être

réalisée pnr voie gÉnérale [4] .

c'est ulors qrre iies nntibiotique,s dorigine nnturelle ant dtÉ

ultüricuremcnt obtenus psr vynfh** ( ctrlaramphénic,;l ) *t drs suhstnnces

artificisllffi

( sdtamidcs, quinolünË§ ..,) possedent le,s même,r propriétcx .
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2 / - L'lassification des antibiotiques :

Potir classer un antibiotiilre , il cst fait appcl à des ntititins «;ssoiitir.:lles

qui concernent non pas tant son origine que sâ nafltre chintique son

rnécanisme d'action, son specti'e et ses niodalité.s d'action . Ces criière.s

sont donc importarrts à connaître car il permetl.ent urr rasscmblenrent en

familles et quelque fois en groupes dans lesquels les appar"entements par

leur nature clrirnique et leur mér:arisnre d'action [5] .

Selon Iour effets , les antibiotiques peuvent être distingués en deux :

a I - EITef bactér'icitle ;

Dans ce câs I'antibiotiquo va tuer les bactéries pour ramener leur

trotubre à ntt ttiveau itrfcrieur à celui tlui uxistait au début de lrr culture .

I) / - Efiet bactériosfatique :

Il s'oppose âu prornior, o'os[ un ralcntissernonl ou anêl do la

croiss{utce bactérienne . Le n«lnbre de bactéries variable après un tentps

d'incubntion est de contact donné avec I'antibiotiquc cst inférieur à colui

obsené .

[,es antibiotiques sont donc doués de I'un ou I'autre cffet grâce à leurs

concentrations . le tableau suivant cite quclques urls :

Groupc I bactéricitles Groupe II hnctériostatique

p- lactamincs

Vancomycine

Polypeptidique

Macrolidcs

T'étracycline
ChlorarnJrhérricol

Exemples:Tableaul.

Sulfanrides
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tl / - Généralité pr,rr' I'nmuicilline

Ii.ll - Définition :

L'Atttpicilline est utt antitiiotique cie la fariiille cles 1iêta-lactauiine,s,

clu groupe cles pénicillines , du type A. "

C'est le pt'entier des antibiotitlues héniisylthétique dér'ivés cle la

pénicilline née en 11)65 clu Lrranchemcnt d'un raclir-::rl sur la chaîne lntér:ale

cn C6 ilo I'acide arnino-(>-pénicillanicluc (6-APA) donl. la sh'ur.:lurc csi la

strirrante :

R-;
C}I:

C}I:

COC)II

No1'3r, thiazoliilinc

}I

I

Bêta-iactamine

o
,/c_c

NII:

Cette rnodification la rencl stablc en rnilieu

activité à certairrs bacilles à granr ( - ) t5J

R:

IH
rk

tcitlc tout cu élargis:;ant suu
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3l - Presentation phar.nraceufiriue :

lin pharmacie - on utilise le trihydraté pour les ftrrrnes par voic oralc

et le dérivé sodé pour les présentations injectables .

Gélules ou cornprimés à250, 500 ct 1000 mg d,funpicilline sous

forme de trihydrate ; Pouillre orale en sachots à 125 et 250 rng ; Pciudre pogr

sirop à 500 , 250, 125nrg porlr 5ml [Tl.

4/ - EII'ets thérapeutiques :

- Indication:

Elles sont limitées aux infections dues aux gerrnes dé{iuis corilrne

ssnsibles notamment dans leurs mani{'estations :

- Respiretoire

- ORL (otite , sinusite,angine) et stomatologiques

- Rénales et urogénitales

- Crynécologiques.

- Digestives et biliaires

- Méningées

- Contre - Intlication:

- Allergies aux pénicillines .

- Infections par cerrains virus ( risque accru cl'accidents cutanés) .
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5,r - EITcts Indésiralrles :

Manitbstations allergiques : gêne respiratoire .T'roubles digesttfis : nattsées.

vomissetnent, diarrhées.

l-)'autres rnanifestations cle tortes posologies , en parliculier chez

I'insutÏsant rénal peut entraîner iles troubles ile la consoierico ,. ' '

6/ - Intcractions l!{étlictnreritcuses :

Association déconseillée :

Allopurinol : risque âctru de phénotrtètte cutanés .

7/ - Phartttacotlyrralttic :

Le spectre antibactérien naturcl do l'funpicillinc est 1o sttivitttt:

- Espæces habituelleuteut sensibles : Stt'eptoci:ques A ;

Streptoc.oques rnilis siutgttins ; strcptocoquos I) lirec'alis ;

pn€umoÇ{rquos ; gonooo(lLrcs ; méningoooqtles leptclspiros;

corynebactériunt; diphtérie ; Iisteria tnouoc.ylogènes

clostrduim;tusobactéritrm; llscheri chia Coli ; Proteus mirabilis;

Salmr:nella; Shigclla; Ilontophilus inlluetuae ; I3ordet Ella

pertussis brucella; Vibrio cholerae ;StaphylocôÇctts auretls

( souches non productrices de pénicillinase ).

- Espèces résistances (CMI 216 mg lrnl) Staphylocoques

productcurs dc pénicillinasc Klcbsiclla; cntcrobactcr ; scrra[ia ;

proleus rettgeri ; providencia pseudomonâs providencia;

mycoplasmcs ; chlamydiac ; rickcttsics, acinctobactür.
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8/-Pharnracocinétiques :

Le tableau suivant récapittrle les propriétés pharmacocinétiques de

L'arnpicilline [8]

Cottcetrtratiuu
rnaxitttale
(mg/L)

Clairattcc
(rnl/ntin)

Clair;tttce
rértale
(ml,/rnin)

Vriltttiie
distribu
(L)

14-2t)

Parantètre

Bio
rlisponibilité
o/_/tt
(per os)

33-54 7-8
(1g per os)
15-18(1g IN'I)

215 -300 237 1-r,7

Illinrintttiun urinairtr

'['ableau 2 : Propriété pharrnaoocinôticlttcs dr: l'f\mpiciIIine

Intcraction
hzlétlicamenl.etlse

;,t., -[rù.ti* I D;;ii;d 
i

ution ltihre l(rr) 
i

l,'*,, I i

(%) (24h)

30-40 (per os)

67-100 (tM -tv)
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UU - L'gfine (milieu biolgrique)ï

III . I/ -Définition :

C'est I'un des liquides biologiques les plus souvent utilisés porlr la

détermination des subslauces thérapeutiques . C'est un liquide excréntentiel

séparé du sang par les reins . i,a sécrétion ne se fait pas d'uttc laçon

runifonne , mais présente au cours de la journée des rrarialions sui.,,ant I'é1at

de santé et de maladie [9]

lll.2/- Cnractêr'cs sénéraux ii l'état normal [9] :

.Volurne :

A l'état norrnal, on 24 hcurcs I'urino est cle I L choz la lernme , I ,25 L

à 1,5 L Chez I'homtne (on élimine.en Inoysnne 20ml'par 24h pour c,haque

Kg do poids du corps ) . La tluantité de nourriture ct surtout rJe boisson fait

varier ce volume. .

r)pnsifÉ .

En moyenne , elle varie entre i,018 et \,02?, mais é1ant liée au

volume des urines , elle peut diruiruer ou ougtnenter .
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. Couleur :

A l'état normal jaune (plus ou moins intenso suivant la quantité ck:

boisson et le séjour plus ou moins prolongé dan.s la vessie) .Elle est trè.s

claire tout de suite après les repas , par suite de l'élimination de I'eatt des

boissons , elle fonce quelques heures après, sûus I'action de la digestion et

aussi le nratin .

.Acidité:

L'urino nomralo des 24 heuros presente une réaotit"'n légèretitcut

acide , entre p[I:5 et pH:6 , Cette acidité tlst due à divcrs acid$s cortr]o

l'acide urique , à des lrhosphates acicles et à une t'action irttllurtaute cle

composé acide à l'état cle sels d'ammonium .

III.3/ - Elémc.nts normaux de I'urine :

Los uns soul do naturc orgarrique : (Jrée , acidc uriqur; e{ d'auircs dc

naftrre minérale : c.hlorures el phosphates ...

. Urée :

C'est le principal prociuit tïnal cle métaholisme cies protéines chez lrls

tttammiferes . Sa pnrposition éliminé e et 24 heures est cle 269 (22g chcz la

fcmme) avec unô alimentation mixte, mais cette quantité est

considérablement influencée par le régime .

. Corp Purique:

L'adulte élimine rt0g à 1g cle purines , dont 30à 80cg cl'acide uriquc

par 24heures qui est lui aussi influencé par I'alirnenlatiorr .
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. Chlorurcs:

La quantité cle chlorures rejetée par les urines est propttrtionnelle à

la quantité absorhee . Iln 24 heures, elle est de 0,26 g(hornme) à 0,17g

(tbmrne) par Kg de poids , soit l29 par jour .

.Phosphates et ircide phosplrorirlue :

La quantité d'acide pliosphoriquo conteiiiie dans l'urine sous forme

de phosphates est de 0,037 g pâr Kg cn 24 heures ce qr.ri donne environ 39

cliez I'homnte et 2,5 gchez la temure .Lt: jeûiie dinrinut: ce chi{Ti-e .

.Sullhtes:

Le taux élirnine est cle 3 g par 24 hcures mais il varie avcc

I'alinrentatiun .

.Acitle uxalir;ue :

L'oxalate de chaux se trouve dans I'urine à la dose cle 0,029 et -sa

quantité vario avec I'absorption tle certains légurnes richcs en aoide

oxalique .

. Chaux et magnésie :

Le taux cl'éliminati«rn de la chaux 0,309 et de la nragnésie 0,609

. Azote total :

L'azote qui entre dans la constitution rJe plusicurs élénrents dc I'urile

se tronve à la dose do 12 à I59 par 24 heures .

L

r

t
ij

t;
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ry/ - Notion sur la clrromntographie :

IV .11 - Historique :

Depuis sa découverte en 1903 par le botaniste russ6 Michael 'Isweft

la chromatographie est passée d'une curiosité physico-chimique à une

technique analytique très répondue permettant la séparation ,

I'identification ,mêrne le dosage cle nombreuses substances chinriques I tCIl

L'expérionce de Tswett a l'époque mis en proiit 1o phénomène d'adsorption

En 1941 ,Martin ot Synge {PrixNobel en 1962) montrèrent cpre dans

certains cas la phase stationnaire solide peut être avanlageusement

remplacéo par une phaso stationnaire liquide ct Ia chromâtographie de

parlage prend le pas sur la chromatographie d'adsorption .

Cette découverte fut suivie tle la proposition d'une nouvelle méthode

clrromatographique sur papier par Consdon Gorclen ct Marïin en 1944 .

Il a été prévu qu'une phasc mobile g{rzeusc peut se substituer à la

plrasc liquidc mais cc n'cst qu'cn 1952 quc Martin ct Jamcs appliquèrcnt

cette hypothèse à la séparation des composés volatils ouvrant lc charnp à la

chromatographie en phase gâzeuse qui à son tour & Çûnrlue un grand

développement et donna naissarrce à la chromatographie en phase liquiclc

CPL [11] et par suite la C.L.fl.P tlont I'efÏicacité et la rapidité d'arralysc

furent réalisées grâce à l'évaluation de I'appareillage.chrornatographirlue à

nosjours.
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lV .21- DêIirütion :

Puisque les méthodes chrornatograpliiques sonl tiotitl:rcuses et

utilisent des dispositit-'s expérimentaux dit'Terents , il est dottc ditlicile d'en

donner une définition géirérale .

C)n peut cependant clire que dans tous les cas, il s'agit d'une

méthode d'analyse utilisant la percolation il'un liquide ou d'ttn gaz appelé

phase rrrobile à travers une nra"tière posellse ou divisée dite plrase

stationnaire . Au cours <le co passagô , des échanges so produiseut eutre ltls

{iffereltes phases et lcs constituattts de la phase rnohile vrtnl sç séparer par

suite des différonces dc leurs vitesses de migration [10] .

La multiplicité des procédés ainsi utilisebles donnent à cetle

technique une grande souplesse câr en plus de son rôle comlne méthode rie

séçxuation de quantités notables de sutrsliattces , Lln but anall'tique ,

qualitatif on quantitatif grâce à la très sensibiiité et spécilicité que lui donnc

la perfection coustattte des llroyons de détection .

IV.3/- Classilïcttion dcs métho{les chrornatosraphiques :

Uns variété de techniques différentes est regroupécs sotls le nom de

rnéthodes chrornalographiques , qui en plus <le ct: termc cornTnufl pofie uttc

appellation propre cotnme suit :
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Fig.l: Classification des nréthodes cluurnatographiques [12]

La classification se fait donc selon plusieurs aspects on distingue.

surfaco

I

-l---lr
CP CM

Chromatographic

Partage



rril-
,l

rt
,l -,

rI
,l -
rl
I

F
ffi

rî
ff
I

ff
T

ft
to

ft
Jr
T.t;
ir;

{r
LT

,ur

fl:
it
flr'É

lfÀ(;Il 16
BTCH},RCII§BIBI"IÔGTTAPgTOUP , _ ' -

1l - classilication selon la rrafure physique des phases :

La phase mobile est , par définition, un fluide , liquide oll gaz , la phasc

stationnaire peut être un solide finernent pulvérisé ,ou un liquide irnmobilisé sur une

phase tixe , par exemple trn support porotlx qui ne participe pas à la chromatographie

tI l] . La c6rnbinaisun ,Je ces differentes pc,ssibilités rrous tuènettt aux quettru trytrtes

srti..,attts :

- Chromatographie liquido - licluide

- Chrottratographie liquide- solide

- Chromatographie en phase gazeus§ '

2l Classification selon le phénomèrre clromatographique:

- Chrgmatographie d'adsorption lcrsque la ptuse stationneire esl un solide

doué do propriétés adsorbantss '

- Chrclrnatographie de partage lorsque la phase shlionnaire est un liquidt:

non miscibio à la Phase mobile .

- Chr6matographie par échange d'ious où la phase stâtionnairs s§t fbrméo de

r,acrCI-molécules ( résines) portant des groupements fonctionncls acicles ou

basiques qui perrnettent l'échânge de certains dc leurs ions aveo clcs ions de

mêmes signes du mélanee à Chromatographier '

- Chromatographie d'exclusion - diffusion ou plus simplernent sur gel, datts

laquelle la phase stationnaire est constituée par tln gel qtri se comporte

cCIrïrfiir) up véritablc tamis vis a vis rlcs moléculcs ayant rlcs poicls ct dcs

strucfttres ditïérents .
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3l - ClassilïcâtiCIn sêIûn Ie procédé utilisé :

0n distingue ainsi :

- Chromatographie sur crlonne .

- Chromatographie de surface (Chromatogrephio sur souche mince (CCM)

et sur pepier (CP)) .
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v.l/ - D*fiul§isür
Cette nouvelle technique n remportée un grrind succé lié

certninement à son efJTcacite , sn finbilité et sn rnpidité m*is éga.lement à sn

capacité d'analyser des tnolécules nôn voletiles , thénnosensibler , de

polarité élevée I ll.

Malgré , §oil appsreillag* c,onrplcxe ct ontlrcux L'HFLC e,st

actucllemsnt ftôs employée tout particulièrcment dans lo conffôle

analytiquc des médi.caments et pôur leur dosagc dans tes milicux

hiologiques . l,'appnreillage utilisé comprend essentiellenrent :

a) - Un ou plusieurs rÉrcrvoirs de phase mobile ,

h) - IJn système dc pomper .

c) - Un système d'introduction des cchrurtiltons

d) * Unc colomc.

e) - Un systcme de détcctian ct drurrcgiske,ment.

L'crrsemble est reprcsenté dans le schéma suivaut :
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Fig. 2 : Schéma d'un chromatographe liquide haute performance C.L.H.i)

V.2l -_Pr!nçh§ ,

Une pluse mobile contenue clans le réservoir est aspirée p,râcc à turc

pompe spécialement conçue pour cette chrornatographie et poussés à trarrers utr

injecteur dont on introduit Ie soluté ( de I'ordre depl) grâce à une seringue puis a

travcrs unc colonnc d'unc géornétric préciso .Ccttc dcrnièrc conlicnt la pha,sc

stationnaire constituée d'un adsorbant solide de diamêtre de particule bien délini.

A la sortie de la colonne on ilispose un détecteur clui perinet de révélcr

chaque soluté par un signal électrique amplitié puis illustré sous forme d'un pic

grâce à un enregistreur, on obtient ainsi utt çhroinaiogramme .
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Y.3/ - Arrnareillaqej

A/ - Réservoir de plrase nrohile :

La phasc mobilc pcut ôtrc préparé ct disposéc clans un scul réscrvoir

quand elle conserve pendant loute Ia chromatographie Ia rnême corrrposition .

Certains appareils perinettent de I'obtenir par mélarige do siilvani i;rovenairt de

réservrlirs difiérents : La proportiorr rle chaque Iiquicle étarrt réglé par des v{i'ltcs

dont I'our,erture est réglatrle .

Il existe , attssi des systèrrtes rnunis dc dispositifis de prograrnnration rpli

pertlrettent de faire varier daus les tornps la comptrsiiion ,Jes nrélariges et

d'étâblir des gradients de polarité .

Il/ - Pompe :

Elle a pour rôle do plovorlucr dans la clrltuue un écoulcnrr;nt dc Lt phasc:

mobile .

Il existe deux types de pompes .

- Pompc à prcssion constanlc .

- Pornpe à débit constanl .

C/ - Injecteur :

Les procédés utilisés dépendent des volurnes cle, solution à

chromatographieret cles pressions aux quelles s'tilfcctuent la séparation . Les

injcctours utilisécs sont :

- Les iniecteurs direct : utilisés pour cics très petitcs quantités et une prcssion

inferieure à 150 bars .

- Les injecteurs à boucle : permettant I'irrjection de voiumes variablcs ailant ciu

micro like au millilitle et peuvent ft»rctior:ner sous cle fortes prcssions.
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D/ - Colonne :

Lcs colonnos ici sc caractériscnt par lcur géornétric ct par la naturc dcs

phases qu'elles contiennent .

Ellcs sont cr général collrtcs ct droitcs rlc longuour sollvcnt inlbricurc à

60 crn . Les colonnes analytiques ont des longueurs nlovcnrlos de 10 à 25 cnr .

L,e diarnètre se répartit entre t ;4 ;6 et I mni sslon le mocle de chroriiatographie

utilisé .

Illes sonf en aciæ inoxydable calibré capalile de résister âux fiii'tes

pressions , plus rarement Ên verre .lilles peuvent être en matériaux stluple

(polyéthylène) et rnaiutetluss sous rlne cûlripression radiale rriécauique cxi*rne .

A I'intériettr d'ttne colonne une phase sïalionnairç esl irnmohiliseic,

tetetrrte par tul disque pc,reux en acier inoxydable fritté doiit la i)c,i'osité rst

sufïisamrnent ûrible pour retenir les plus Iincs particules .

I",a caractér'istitlue esserrtielle cles phases stationnaires çst la granulurnétlic

expt'itnée par 1e diarnètre lnoSrsly des grains en rnic.rourèlrcs . l-cs phases sont

ossonliollemont conslituées par de irÈs {incs particules p(}rsusüs ( silicc ou

alumine ),Je forme irrégglière ou hor,.gène .

Puisque L'HPLC exploite une grancle diversité de phénornèncs physitprcs :

atlsorption , partage, échange d'ions,exclusion- difûrsion ,Je ,Jil1ërentes phases

sont envisagées . En pariiculier ia chrr:rnatographic à polariié clc p51se inversée

où les molécules greffees sont apolaires ou pcu trlolairc et le plus souvclI

obtonue par grefïàge de chaînes alkylcs en n-octylo : cs on

n- octadécycle : Cre.
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E /- Détecteur et enregistreut' :

En HPLC , il faut pouvoir disposcr dc méthodc ct d'apparcillagc

suûisamrnent sensibles et sélectilb pour décoler do trds l?ribles rluantilés de

produits dans tine phase rnobile .

Les systèmes de détection utilisés sont répartis en deux :

- à caractère universel.

- à caractère spécifique.

- La niéthocle réIiactonrétriqtie est la plu.s coumnunont utilisée dans ls.

prernière catégorie , ee type clc détectcur serl ii doscr tles srrtrsliltx)cs rlui u'orrl

pas de propriété parliculières mais son utilisation reste nroins rép'.rudue à cause

de sa faible sensibilité tels que le défocteur Ill . Tanclis clue pour la ser:,.ruclc r-rn

lencontre la spectrophotonrétrie {lV largenrent utiliséc .

L)'autres clétectours spécifirlues à ccrtaines substances existcnt en r:rutrc

oclmrlo los dé lcolsurs spcotrofl uorirnél.riquc cI les délcoteurs élcclrooirimiq ucs

Ces détec.teurs sont reliés à un enregistrcur .Ju Lll c:alc,ulatour intégralcur

permctlant la caractérisation clçs solutés anall,s{s lcs signaux éleotriclucs

amplifiés se traduisent par des pics dont l'ensemble représente un

chromatogramme ( h.ig. 3 ).
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Fig. 3 : Clrronratogr.arrune

V . 4 I - furah,se qualitative :

I / - Tenrps de l'étenti<xr tr. :

Ç'ôst Ie temps écoulé entre l'introduction du cornposé dals la

colonne ef le nrontent ott la subslzurce sort à sa cr»rcentration rnaximâl$ .

On parlo du temps de rétention corriqé

trr:tr-to

t'o: appelé temps mort c'est Ie temps qui s'écoule pour (lu'un produit n«rn

rctcnu travcrsc lc circuit chronratographique .



2 / - F'acteur de capacité :

Il représente la manière dont un composé e,st retetiu sur uue colontre

T

ï

exprimé comme suit:

Kr: tr-to
to

Plus il est grand , plus ie composé est retenu .

3/-Sélectivité:

Lc factcu r u caructériso la distatcc sriparant lcs sotnmcts clc dcux

pics consécutifs I et2, détini par la relation:

fl2-to
tr1 - to

I('z
lL'1

4 / - Nombre tle platclux théot'iqtrcs : efficacité d'unc cr-rlotttltr

l'efficacité est riiesurce puur'cltatlue ct-ritillosé par'le norrtbre de

plateaur N contenus dans la colonne . Ce norntrre est calculé ri parfir cltr

slrrornatograrnTne obtenu :

w : largour du pic à la base

6 : largeur du pic à mi-hauteur .

t
'I

t

I

f

tI = rdfg) , : s.s4( t"i ,\.W/ '- 6/
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La cottnaissance de N et la longttetlr de la oolonne ttotts pcrtnet d'ort

déduire l'hauteur équivalente d'un plateau théorique :

5/-Résolufion:

Elle désigne l'aptitude que possède un systènie cluunratugraphirlue à

séparer los constituants d'un rnélange . Aisénrent rnosurable clu

çlrrr:rnalograrnme en appliquant la formule :

Rs=2tt"r:tt't
\Yl+ 1V2

V . 5 / - Analvse quantitative :

L'évaluation repose srir la mesure de propriétés iles constituants .

Ces propriétés rnesurables sont exprimées avec des grandeurs .l.e résr.rllat le

plus souvent une soncentratiiin C est propilrtionnelle à l'air du pio

chrontatographique selon la foncTicln C =.f .A

L'estintation des concentrations c<lrrespondantes âux aires mesurés

s'effectue suivant differentes rnéthodes.

rrEPr = *
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V.6/-TIavaux Antéricur.s

Le tableau suivant indique quelques travaux cie dosage de

I'AMPICLLINE réalisés par IIPLC.

Tahleau.S.

,;;rfuinée Nature de

l'échantillon

Méthode
tlc

traitement

Méthode
tl'mnlyse

Conditions
r.rpér'utoires

ILélérence

1988 Milieu normal HPLC

Phaee fixe : IIP RP-8
( l0pm, 20cm x.4,6mrn)
Phase mobile :

MeOI{ I K}IzPOq
0,0671U ( 38 :62 V,/V)
élution isocratique
Détection:240nm
Etalon interne: PenecillinV

n3l

1993 Illasma Extraction HPLC

Phase fi"xe : Ill,per sil 50D*
( 150 x 4,6tun)

Phase mobile ;

Acctonitrilc / KH:PO+
0,067M ( I :9YN)
f)étection :240nm
Débit:lmllmin
I-ltalon interle : Cephalexin

[11]

1978
Urine

Plasma
Saüve

Extraction TWT.C

Phase fixe : Iichrosob RP-8
(5prn )

Phase mobile :

MeOH lKtIzPOa
(4,067M pH =4,6)
Débir : 1.2 ml / min
Détection:225nm

[l5,161

tt

Sérum
tt ti

Phase fixe : lichrosob
RP-8 (5pun )
KHzP()+ ( pl-l =4,6)
Concentration nrinimal
rnesurée:0.5uclml

ü5,171

1996 fuIilieu normal }IPLC

Phase fixe :

C8( 15ùnm x 3.9nr)
Sentry guard column : i

3.9mm x Z0mm
l0 mM acétate de nodium I

pII = 4 / Aceronirrile (92 :B) 
IDébit:lml/rnin 
iDétection:230nm 
I

Volume d'injection : 20pl i
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YU - Im""H$ff d,çfi -{3pçlvræ.H*#iilkr

YL t I * Chrtmnt*srerhle eilr c*u*hc miusslj{Jt[ I

Prineipe;

C"e,§[ une nrÉ.*rnde rm milimée à c*nse de x* nin:plicite rapidit* et

Ies tres bcnner repar*tions qu'elie permet"

Læc phen';nrtne,ç de réparati*n $ris ffi æsvre vnrient &ye* lsnnturs

de laphare rftrtionnaire dôpoxee sur uR,xupport rigide {vrrre} ou s*uple

{alunuuium au plastiqur} qui selan le* es-q'fnnstinnne Ëümnr# une rurf*cr

d'absorpti$n ou coilrmç nrppnrt de liquide.

YI' r i - Çhm,xn"çüpmd*i*.çn,pk*en.spfrçpflË-.,{f§ ;

Fr{nrlp* I

§on principc corui*te à taparimr le rndlange de camp*séx à

malyuer çt à lâ, pa§rser psr un gae veetæur ËIe, fu, 'h{ri, 
LÏ';} dffis rme

crrlorure csnteneüt laphase ct*tioffns,ir*. Les divem eonatitr*n{s srrnt:

séparé,s dri mélange *uivant leurs points d'Ébrillitiou *t d*teeids pâr un

sign*l qui est nmplifié puis emcgisfré [4J.
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V[, 3 / - §nectroscorfu inlr+ - roucc {IR} r

Principe :
trlle est fondée sur I'absorpfior de photons h. perm,ettant de

modifier I'energie de vibration dsds moléculee.

Cette lumière n'est rrbsorbee qu* si le mcment dipolaire

change âvec. la vibratian.

fln distingue dar:.s les vibr*tirrns deux §pes principaux ure de
valçnce ct arltrç <ic défcrrma.tiCIn [IûJ.

YI .4/- Ëpeckgsûopje llY;

a) * Principr: :

L'atrsorptron de cefie radintron conduit à rme modification de

féta* électronique de Ia molécule (les éle.cfrons de talençe passemt sur urTe

orhite plus energétique)"

Seulas leç molecules possÉdants des groupeme,nts
chromophores ou bierr d'autreç grsupeffi.ûillu auxoelrrffiTles absortxfit rette
Iumike [tt]J.

b) - toi$e Ewf-Jr*.wtkrt I

Cefüe lni n'ext valable quf; pour dss rolutians diiuÉes et
exprimée p*r :

À = I*§ Ig =e.* .$ =los I
IT

A: Àbsorbance.
Io r Intensité de la lurniàre incidente.
I : Intmsit* de la.lumirir* tran*mise.
Ê : Caefficisrt molaire d'extinction.
Ç ; Concentraticrn m*la,irç dç Ia scluti*n,
d : Épaisseur de cauche.
'l' : Transmission.
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Vll/-Validêtion d'une méthodo d'enalysc :

VII.I/ - f)éfinition :

La valiclation corrospr-rnd à une éludç scienfifirlrrc dcs critèrr:s clt:

fiabilite d'une méthode analyique . Elle â pûur objectif de dénioirtrer les

perfcrrmances cle cette méthocle cle closage et de prcruvor cple les résultats

t.,btenus sont valides , et ce dans des linrites bien défiuics 119,2()l Ces

critères sont les suivants :

- Linéarité .

- Spccific.ité .

- Répétabilité.

- Reproductibilité .

- Limite de détection.

- Intenalle de dosage .

YIl.àl- Critèrcs tle Ia valitlation :

li - Spécificité :

IJne procédure est dite spécifique lorsqu'elle perrnet ile gsrentir

que le signal mosuré provient seulement de la snbslance à analyser .

2/. - Sélectir.ité :

' 
La sélectivité cl'une procédure anaiytique est sa capacité à étabiir

l'existence de la substance à analyser en presoncc d'autres; oomposantli

potentiellement présenk
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3/ - Linéarité :

I-a linéarité d'une procédure d'analyse esl sa capacité à l'intérieur

d'un certain intervalle de dosage cl'obtenir des résultats directement

proportionnels à la conceirtration (quantité) en substance à exaininer .

Son étude revient à l'étude de régression . Les valeurs expérimentalcs

(X:concentration et tr' : répoirse ou surface ) sont reporté.s sut' un gral,he .

Elles permettent cle tracer la droite de régression dont l'éqriation est ile

lbrme:

Y:aX+b

XxXvXxv- r-N
a* ( pente de Ia ciroite I

( ordonnée à l'origine )

Ixr -
( »*)'

N

-Xvÿv
-NN

On peut calculer aussi le coe{{icient dc corrélation à partir de l'exprcssir.,rr

suivante:

tic,
XxIv

R= M

/Fq,F,;ry:)
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r r 
*ré{rode et dce diff,ir,:rntes crnditicnr de rÉalissti*n delsmiSfitr;ce tt {16 rlrru'58'5

4 i - pr{eirion (fidéIit*} ;

EIIe repre.*entc la qualité de I'accord dnns ffirÊ zoilÊ définie de valeurs à

mêsurêr [19j enfre rme série de m*surÊs pr*vmr.ut de m.uHipirs prises d'un

même édrantillan h*mcgene dans des ffindifi*ru pr*ecrites. §llie peut être

évaluee sr {eux rüvee$x : La r*péta.hilité st [a repr*duoiibililé.

n) - Emni dc nÉp$tabilitÉ r

Ç'e.çt l'erpreadan quanti't*tive dc ln preci*i*n en appliqusnt le

rné*rode dnnr des ccrnditicns suivmtçs ;

- mtÈrnE *perateur.

- mÊme Éçhmrtrll+n.

- mâme l*horntrire.

- m§mç appareill*g* çt rÉ.s.çtf,q.

- rnême rérie* d'snslyrcs.

h) - Er*ni de reprodsstihilit$ I

Ce# es:âin fiiumissËnt à l'expÉrimëntntedr diffirrnres expre+mi*ns

de Ie precisiou tsrsnf campte â Ia fois des diffirffrter conclifiann de réaii*sfi#n dc Ia.

*.rüüôr;i"' "

Erpre*xitn {+ In Pr*cixftln I

Â partir rl'unË s*ris dc mç:surfr.$, qui trnt fau'rnit ds't valeuffi Xt"X;:'

tr1- Nt + }[:,,....'.+,1fu
n

Xr.... .. ......}{' l* mnryenne X d§ Ç§tt# s#c çrt ;
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I-,'d*art type est c.alçr.rlé par la relatton :

[.c coçilicient. ete vadation

§l - Iinli{e de d6i*e{ïon r

Il s'agit çlc ln pft,ls petite quantité à exarniner dans un Échnntill*n

pouvnnt être clÉtcctée .

6/ - Infrrvalle de d*u*ge r

C'esr ta dgion pûur lnquelle il a dtd ddmontrd que la pra*&fuire e-*t

npproprid quant à sa fidd,lité . son exactitude et sa linéanté rrn utilisant ln

-t

I ÜÛ^üt.ÿ : Er
Y
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rÂIa_hul_i
Le but do notre travail oxpérimontal ost [a miso au point d'une

rnéthodo de dosage de l'Ampicilline dans un milieu biologique.

II/ - Contrôle de qualité de Ia matière nremière :

ll.l/ Caractéristique sénérale :

Au cours de notre traveil , on a choisi la fonne trihydratée tolrme

rnatière première, elle a les caractéristiques générales sttivantes :

L'Ampicilline : l'acide ( 2S, 5fE6If) - 6 -[(R)-2- amiuo-2- phenylacetamido ]

-3,3-diméthyl-7-oxo;l+hia- I -azabicyclo[3.2.0]heptane-2-caraboxylique tri

hydrate.

- Formule brute : ... ... ... C,oIIrpNrO-S. 3IIzO

- Formule développée :

3HrO

3
o co2ll

- Poids moléculaire ... .403.5glmole.

Les tests d'identification et d'authentification se sont révélés conformes

âux rccommandetions de la pharmacopée. Les résultats sont

o
ll

CH-c - NH
I

NHe

,S.tr zcH,
l<-CH, .

-_l,



PÂflÏIË EXP6*,I}TE§TÂI.E

: CROUPI SAIDAL
r Centre de recherche et tle développement

C.R-T)

taborntoire de chimie analytiquc

: llrrlltrtirr rl'analyse .

, Nom du produit : Ampicilline , 3HzO
,i

Origine : Médéa

No [,ot : E0 2 99

Référçnce : Phannacopée européenne
I 'fl lr a /â{\'fableau.4. (2l)

I

I

Paramètres testes Normes Résultats

Caractères Poudre cristalline blanche Conforme

§olubilité :

Eau

Alcool

Ether

Solutions diluées

d'hydroxydes alcalins

Pcu solublc

Pratiqtrement insoluble

Se dissout

Conforme

fi

Spectr ophotourétrie IR §pectre d'échalltillon

iclentique au spectre cle

rcference

Conformç

Essais :

Aspect de la solution

pH

Opalescente

3,5-5,5

Conforme

4,6
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Iil tI.2/ Materiels et réactifs :
I

i
I ^, ,.aRéactifs :

it*

r

- Ampicilline trihYdratée-

- Eau distillée obtenue par distillateur ( BUCHI)'

- Eau ultra pure obtenue pâr distillateur ( B{ICHI) et fîltrée sur des

i, millipores type CS de diamètre 0'22pttr"

i _ Acétonirrile de quatité pour Hpl.c (MF.RCK).

:t - Taltpog pftosphate ( KHzP0r*eau ultra pura).
I

r[ . APPareillàge :
L-

ç
I

I
L

ü

ü

tl

- ultrason

- pH mètre.

- Efuve (MEMERT).

- Balan<;o analytiquc tlo précision SARTORIUS'

- Chromatographe type (SI{IMADZU) éqtripé de :

- contrôleur de débit .

- une p0mpe.

- un détecteur ultraviolet à longueur d'onde variable CBM-IÛA'

- injecteur autotnatique.

- enregistreur et intégrateur équipé de logiciel inftrrmatique'

ü micro,",;::ii;":Ïiï.;3;i::sup'rcos* LC-,* 25cm

I 4,6m(DI) 5pm-

I
r._l
T-
t
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IIV- N{ise au poi$lLde la méthode de dosase :

Avant de commoncôr notre analyse, le contrôle ds la qualité de la

colonne est indispensable pour s'a.ssurer de la fiabilité des résultats obtenus

après validité.

III.I / - Contrôle de nerfornrance de Ia colonne Crn:

(Voir annexe)

Les résultats ohtenus sont :

Le facteur de sélectivité : u:4.117 ( donc tr> 1.5)

. Le nombre do plateaux théoriques : N : 16481,5 ( donc N > 1500 plateaux)

Les valours N et ü, sont compatibles aux normes, la colonne utilisée constrve

donc scs propriétés.

III.2 / - Choix des conditions orrératoit'es :

I / - Choix de Ia phase stationnaire :

Notre choix est porté sur Ia colonne Cr*

2/ - Choix de la phase mobile :

Nous âvons opté pour le système solution tampon / acetonitrile

présentant une bonne allure du pic ( F-ig.a).

3/- Choix de la longueur d'onde maximalc :

La'longueur d'onde été tixée à 2lOnm.

Suite d' un balayago entro 21Onm et 280nm, le maxirnum d'absorption est

représenté à210nm ( Fig. 5).

D'après les tests effectués on choisi le système suivant :

IT

I
irr
Itr
i_r
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Flg.4 :Choix de la Plrase rnobile
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PARI'IE EXP§,RIIII§NT ALË,

Colonne .. Cm

Phasc mobilc ... Acotrnitrilc /1'ampon phosphatc.

Longueur d'onde 2l0nm.

Volunte injecté 20ptl"

III.3 I - Optirnisation dos g«rqditions chrornatoqrarrhiqqes ,:

1/ - Inlluence de la polarité de la phase mobile :

La variation des proporfions do la phase mobilo (tampon * acetonitrile )

influe considérabloment sur le temps de rétention en l'augmentant ou lc

diminuant selon la polarité mais pas d'une façon linéaire (FiS.6) en variant la

proportion de I'acetonitrile da 2% à2t%.

Los résultats sont recapitulés en tableau .5. r

Tableau.S.

I

I

I
t

ft
I

tü
I

IIr
É

I

H
rI

Phase mobile

Tr de

I'Arnpicilline

Renrarqucs

CHsCN

(%)

Tampon

KlI2POc (%)

(r) 7, 98 5.730 Mauvaise

résolution.

(2) I 92 11.688 Bonne résolulion.

(J) 1û 90 6.392 Interference

d'impureté.

(4) 15 85 7.55 Pic arymétriclue

avec tra.îné.

(5) 20 80 35.183 Pic fin mais très

lent à apparaître.
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lnfluence de la polerltû de la phars rnobile sur
le temPs de retentlon

Tempr du
ritrrltlsn (mlnl

40,000

35,000

30,000

25,tü0

20,000

1S,00û

10,000

§,ü00

Ü,000
45

(%) Acstonitrile

Flg.B
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dt

I
B
I z/ - Optimisation du débit :

iü On a opté pour un débit de lml/min puisque son augmentatiort n'influe
r

pas beancoup mais un gain de tertips appréciable est enregistré.

TE

f tntin, nous avons retenu les conditions chromatographiques sttivantes :

i..û Colonne ........ Cr'

I phase mobile... . ... Tompan KHzPo t gzo/o

f 
Acetonitrile .......... ....-.. B 96

fl" 
Débit lmVmin

tt' III.3/ - Validation de la méthotle :

Après avoir trouvé les conditions chromatographiques optimaios, on

l_ passô à l'étude des critères de fiabilité de la rr:éthode après une préparatiotr

rla d'ttne gamme de solution indiqttéo en Fig.7a et Fig.7b.

l,

f_f 
tr-Spécilicité:

On a injecté une solution contenant l'urine diluée à l'exception de

rI
ll l'AmPicilline (urineàblanc).

La figure ( Fig.S ) montre l'absence de tout pic au tenrps de rétention

I I oorrespondantàl'Ampicilline.

Ll Z-séIcctivité:

I On a injccté unc solution diluéc d'urinc chargôc par l'Ampiciliinc.

.î On remarque l'existence de l'funpicilline en pÉsence d'aufies composênts de

I f'urine ( Fie.g ).

ti

LI
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Solution mère

t

I

+

I

ry
-Ilo.rzs I

I msrmr 
I

cqmplète

avaç la

phase

mobile

l
l
l
l
l
l
l
l
J

I

rt
rl"

LI

LI

250 mg Ampicilline / 100 ml d'eau

5 ml 150 ml d'eau

Fig3a : la gamme dss soltrtions à injecter au milieu normal
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On

complèt

avoc la

phase

mobile

5 ml 150 ml d'urine

§ig. 7b : la gamme des solutions à injecter dans l'ttnns
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Ch2 210nm

Fig.8 :Spécificité
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3 - I-,inéarité:

Cinq points dc gammc ont été préparés {ans dcux milicux dif{ércnts :

milieu normal ( phase mobile .) et milieu biologique ( urine ).corrcspondant à

des concentrations variant de 1.00r'r,. 2a')/(,. 3}ar',o. 40n'o. et 50û,'t.

[,es résultats obtenus en ( t,ig. 10a et l"ig. l0b) sont représentés dans le

tableau ci-dessous :

Tableau 6

L'équation ds la droite dans la phase mobile (Irig'11) :

y:49l-07 x-22648

Le coefficient de oorrélatiott :

R :0.9998

L'équ*tion de la druite dans l'urine (Fig.1 I ) :

y :{[+07x_ 114363

Le coeflioient de corrélatit-'tt :

R :0.9997

Y : surfacc du pic

X : concentration ( mÿml)

-T
I

it
_t-ll

L$

No

Concentration

mÿml

Surface de

l'Ampicilline

Surlace de

l'Ampicilline

+ uriue

I 0.025 980851 yty77ü

,l 0.05 1957695 1957633

3 0.075 2908243 3867725

4 0.I 3914941 4t22459

5 0.125 4940128 5235752

I

Lt
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Linéarité de l'Àmpiciliine y=48+07x-22608
R2 = 0,9998
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5000000

4000000

3000000

2000000

toooooo
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CI,1 5

Conceirtration(mg/nil)

Lin6ririté de I'Antpicilline dnns i'urine

6000000

5000000

4000000

3000000

z0ooootl

1000CI00
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y * 4E+07x- 71,4363

R2: 0,9W4
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4- Précision :

Elle est évaluée par la répétabilité ot la reproductibilité'

a) La répétabilité :

Grâce à l,injecteur automatique itne solution contenant le principe actif

à été injecté l0 t'ois dont les chromatogrâmmss sont reportés en lrig' l2'

Les surfaces des pics ont éte déterminées pour une oonc$ntratign ile 0.075

mg/ml , on & calculé à partir de ces valeurs'

Les pararnetres statistiques clo base : la rtroyeuue, l'écart type et le ooefficiolt

cle variation .Le tablearr sttirrant montre les résrtltats ohtentts :

Tableau 7

Concentratitln Essai tle répétubilité I

I

I

I

r'----:---' - *---*--**'i
lf Atirri*ction lSurlace de l'Ampicilline iit

Idans lir phase nrotrrile 
Il'___---_j

û.075 mg lrnl

I 29$3297

,l 2908307

3 ?,91'.71ÿ3

4

5

6

7

I
I
10

2893355

2903541

2910863

29tr927

jzuma

lzt»«oez
L_ _-_---
I zgt+rso
L _-_--__
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La surfacs moycnnc : SmoY :29A7295.3

L'écarttype: q=8026.227

Lo oooffi«;ionl 6c varialion : Cv: 1J.276 %

b) La rcprtxluctibiliüé ;

Nous avons préparé cinq jours de suite, une soltttion contenant le

principo aotif à la même concetttration que oelle dc la répetabilité.

On a calculé à partir des surfaces des pics ( Fig.l3 ) les rnêrncs parâmètros

statistiques de base .Le tabloau.S résume les résultats obtentm :

Tableau 8

La surface moyenno : Smoy:2859756

L'écart ffpe : o:11582.194

Le coefficient de variation : Cv: ü,4{15%

5 / - Limite de détection : 2,5 f dml
Après une dilution de ia plus faible concentration de l'étalon ( FiS.L4a-t.

la limite de détection est choisie de façon à ce qut: le signal obtenu soit le

double du bruit de fond do l'appareil ( Fig.l4h ).

Cnncentration Reproductibilité : Bssai de 5 jours

Surface tl'étalon

0.$75 mÿml

.r .I+1 J+2 .I+3 J-r1

2853819 7862799 2861764 2861764 ?,87581 4
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Fig. 14a .

0.025 mg I ml

On complèts avsc

La Phase mohile
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6/ - Intenalle de dosage :
I)ans le présent travail le domaine rie confianoe de la méthode est pour

dos concon[rations de 0.1 à 0.8 cl'nprès [19 ] '

IY/ - Anrrlicafion sur l'échantillon Snal :

a) - prépnration de l'étalon :

I-a procédure de préparalion est comme sttit :

250 mg Ampicilline/100 ml de phase mobile

On complète avec la
phase mobiis

la concentration de l'étalon est dc :

(250x3){ l00x I 00):0.075 mgr6}

tr) - préparatiotr de l'échalrtillon :

Après l'adrninistration d'uno gélule de 500 mg ,on a récttpéré un

volume de 370 rnl après 6 heures chez un sqiet .[,a préparation de la soitttion

mère de l'échentillon est de la rnanière suivante :

On complète avec la
phase mobile

I
I

-+--I ?ml Itl

,t'[m-
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L.os résul{ats obtetrus ([ig.l5) soflt présclrttis clans lc taldeau §uivttnt :

Lo titrc x sll (9t') scrsit

x*{261(:524'ç2862221 )>r(}'075 xlf0x(l n r 2)x(l 00 :'}lJ;

lv.2/-@

L,e§ r*rr-rlrc,r- dc la tluHrrtiLt! élinrirréc d'r\nrpicilline irroharrgée tluns los

urirrss varic rle 70 à B0 9/o f):lt' rapport ri Ja qtrarrtité ahsortrcc [7J'

I-,cs rr:sttltnts qrSlotttrs pcrttletlctrt cle cotrclttre qtrc ln qrrarrlité éliminéc '

.ès 6h rJ 'aclnriuistralion et corttprisc' dans la
drr nréclic.antent datts les ttriltcs atrrt

nornlc.

p*r c.orrséc1ucpl., lrotrc rnt!!.hodc c,st va.litJée câr elle répottd à tous les

critÈres de tnlidntion.
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Fig.I4 b:L,iinite cle détectiorr
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Fig.l5 :Applicatiorl sur éclrantillon final
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CotucttlstoN

En fin de cette étude, on peut cotrclure que :

La chromatographio liquidc à haute perfbrmance est uno rnéihodc

prérlominante pour l'analyse des méclicaments dans les urilieux biologiques.

L'utilisation de la chromatographie à polarité de pirase inverséc, nous il

perrnis d'identifier et quantifier sélectivernent l'aupicilline tlans les; ttrines.

lL *ete retenu les conditions optirrtales suivatrtes :

Plraso mobile ... ... Acetonitrile 8% I Tampon KI'12[.,O4 92%.

Phase stationnaire ... .... Cro

Débit .lml /rnin.

Longueur d'onde 210 nrn.

Volunre injecté ... 20 pl.

La valiclation cle la rnéthocle élaborée après l'évalitation statistiquo clcs

résultats, prùuve sa fiatrilité.

En cffet, il a été obtenu une linéarité arrec nn c.oeffic.ient de e-orrélatiort ,Je

0.999.

I)e lrons coefTicients dc rrariations srrnt crlrteuus darrs l'étude cle la repotabilité

et de la reproduotibilité ce qui montrent la bonne précision de la méthodc

proposée.

L'application de la méthocle sur I 'é<;hantillon finai permet <ie constater

que la quantité de l'ampicillino élinrinée dans lcs urines ap$s 6 lieu«:s cle sorr

adrninislration est comprise dans la norme.
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lL est donc r€§ommandé d'exploiter les résultats obtcntts davantage

afin d'améliorer la méthode, il serait aussi intéressant de I'aire le dosage aussi

dans d'autres tluides cômme le sang.

Sans oulilior en fin l'avantage que j'ai tiré de ce utorleste travail qui ttt'a

permis cle touchcr cle plus pres la chinrie, cn particulier les rttétltcxlcs

d'analyses en nrettant en pratiqtre los connaisseuces actpiises petidatrt tnoti

cycle cl'étude.
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- Ilacille : Organismo niicrûscopiquc eir {ilrme tle hâtonni:t"

- Ilactérie : Microbe lbrmé d'une scule ccllulc, visible uu microsÇope,
appar-tetrant à nne zûne ile transition entre le règne airiinal ct le règne r,égétal.

- Bioequivalence : Elle conceruo ies études lies clircctement a la cornparaison
entre les formulations phannacetitirlues.

-Ilio disponibilité : Elle ne représente pas seulement la mesurc de lzr résorpti«rn.
c'est la fraction iuchangée du nrédicament pÉscnt.lans la circulaîion générale .

- Clairance : action d'épurer purifrcation (le sarlg. 1e rein) elle est aussi
- -.tl.-- !.-s§utIIcB.

- Iliagnosfic : [dentification d'une rnaladic d'après ses s]imptôurcs.

- Bntlogène : Qui est produit au derJans de l'organisrne, lui môrne c'est le
contraire d'exogène.

- Germe : Stade simple et prirnilild'où dérive tout être vivant.

- Grirm : La réaction du gram consiste çn unc <;oloration clc ccriains nricrobcs.
On dit de ceux qui fixent ces colorants qu'ils prennent le gram « graîI] positil».
Les autres rlui ne prennent pas le gram (( srânl négatil'».

- h'Iétlicatucnt génériquc : IJn rnédicament génériquo est une cr:pio d'urr
rnédicament original dont la procluction et la crlrnrnereialisation ronchres
possibles par la chute des brevets, une fois écoulé ia période légale cie
protcction.

- Métabolite : Le métabolisme, ensemblc des transli:rmations chimiqucs et
physiqucs subics dans un organisrno vivant.

- Pharrnacocinétique : Terme qui désigne le sort des méciicamônts clans
l'organisme huinain qui crimprond : leiir résorption, leurs tians{bi'inatii:iis, leui"
élirnination.

- Pharmiacoil5irramie : La recliorcho cles effbts exercés par le pro,rluit sur les
orgânes et systèmes ( nro<lifi c,atieins morphologiques, pliysiologi ques).



- Ilfuirrnrirt:ulogic : Suicncr: tlcs rntirlit:urîrt:nts ol dc lctrr"ortrltltti.

- I)t'r'o§ ; I)cr urrl, tlrri cst trtJrtrirristré. 1l:rrynie [;rrccirlc.

- Iiér:r"étiolt : Âction <J'étttc{1t-o tltl Iiqrri«Jc org,llliqrre .

- 'l'lrfl'nyrcutiqilc : Itcla{i['arr tt'ailctttcttt tJcs lnaladios.

- §pcçfy'ç antihiotirlrre: l,'cnsclrltllc rlcs irgctr{s in{bclietrx settsil;les À I'r<;{inlt

d'rttr nltli[>iotiqrrc rlotttté, il csl rJi;lc:l'ltrilti: c;tpéritrrcttlalclttr:lt1

,
I
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PnocÉo u ncs t)E Qt,^ l.tnc^-rtoN lNsllttJ t'lllNr^ l-F'

1 . CIIAMP N'AI'PLICÀTION

La présente procérlure décrit la rnatrièrc rle procé.tlcr att

i:olonrte cle chrotnatographie liqtricle rlu type CiB ou Cl8'

:rvtlilt toute analyse poltctuelle et appliqrrée ré'grrlièrenterrl

s'a.ssrrrer que la colrlttne coll§erve ses propriétés'

En effet, la qualité tle la ccrlorrrre contlitiottnc la fiabilité

réa1 isat ir-rn rJes étucles ort rles expéri tnclll atiotl§ scierrti fi r;tres'

2 - DIIIIINII'IONS

corrtrôle tle la rlrralité tl'trrte
Eilc tloit ôtre lrtise erl ()et)vre

Au corrrs d'urte éttlde diin rle
I

rles ré.strltats ohlctttt:i rlntts la

per[orrrtarrces cles ct:ltltttres tlclesI-es parantètres 1:ernretlal)t d'évalrrer et tle sttivre

chrotnittograplrie liqrricle sollt esscntiellellrellt :

plaleaux tlréoriqrres, tléfirri par la relatiort

2 r 5,54

- le nonrtrre tle

7i'
À, _lY ^

t-t/2

avec Tr : tetr;rs tle rétenticlrt rltl llic c«rnsirléré

L.l12 : largeur à lni-hautertr dtt pic corrsitléré

- le facteur de sélectivité, dél-irri par la relrtiott :

K'2
0t=

K'I

Tr2 - Tio
It'1 1 

-
'l1o

Tr I - 'lio
K',t=

Tro

I-a cléterrrrir\ation cle ces ltararrrètres est olllig;rtoire av;lnt tolltc ânâlyse tlevattt conrltlire à

rlc,s résrrltals sournis aux règles cles [rorrrres pratirlrres tle lalloratoire, I..e nott tcsPet:t tle lit

procédure de test entraîrre l'ilrvalirlation clcs résullals.

[,es chromatograrTltr)cs ayant llerrnis rlc rlétr:rtrtirtcr les'.'aletrrs de N et rle rr avarrt la

tnanipulation, cloiverrt être datés, signés et arcllirlés. I

L'A@T tLo guido rl'Assrtt attce Oiralitr! et rle llraçnhlllté
l',e éiitiott Not'enhrc- !99$

7_24
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3 - IUODIÙ OI'EITA,I'OIRII

À - Coxnl:'roNs crrnoÈr^l,oc R^prrreriti.s

ï
.,i

_t
It

J
$

J
,t

{
I
I

J
j
i

I-ongrrcur d'onde
Sen s il:ilité
Volurne injecté
Solrrtion

I'rép«t-otïorr cle lo

Ilrtroduire 20 rng rle
de propyle dans 100
volrrnre cl'acétone..

lvle OII/l I20 (;ü/40
I,4 rnl/rnrr porrr Ies colorrne.s
I ,2 lnl/lttrr porrr lcs colonrre.s
254 nrrr

0,1 unité il" n,r:
2A pl

pleirre échelle.

«le Sjrrtr
rlr: 3 lrnr

solrrtiorr de te.st toute prête

soltttion dc lest

;raraltyclroxyberrz.oale rle rrrétIyle et
rrrl d'urr lnélarrgc rle 6t) volurn"s ,1"

20 rng tle 1:ar alrl,tlro.xybenz()ate
rnétlralrol, -39 volrrlncs rl'cau c( I

:.I

Il - l['Es]' Drr [,^ coLoNNB

, ,...n .,
['lacer la colorrne s,,. l'",,se,nt,l,e clironratograplri

:11:ï,i. 
e,r in"rér,el;,;;;;;;;::,;i::iï;i::1?:,[Ti,::l;u,;,,:ï]:::l:,..1: :,::ilobrr sque,ne,, ;;i;;;;';ij;ffiïix j:,ïï:lïjï;ijJ:::i'll,î],:ll:.j:::::::,:

de phase. Ievée et [)en]tet rlc prolonger la

la valelrrr

rle rrreilre
vie <lrr Iit

Laisser la colonne s'éqtrilibrer;rendarrt 20 nrilrures, prris véri[ier rlre le systèrrre
Ïx::il,l;5ïxï,::l;jl;:*l;;;i;;' e,, e,regisrra,,(-ra rigrre rre r,as" si r:,.rc.ci c,;r

Ilégler la'itcsse tle clé(llc.tlrertt rltt paPicr strr 2 crrr/rrn et l',t(tirruatiorr rrr: r,irrtég*rtctrr crl'rrclu détecteur, cte rnanière,à ce n,," i"*'r,i., atteiglrcr,t 70 p. ccrrt rlrr rlé1rlar:crrrerr rrraxir,rrr'po.s.s i b le, Iin rc g i s tre r I e ch ro rria t o*.n rri,,".

ll-e 1;rrirJe rl'Assur;;rrce 0)rr,rlité ei rle îi.rnçabilité
làre éllirion - Noyemltre I gÇt1

rL'l{oT

22:i
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C - C,rt.ctlt..s

[-e clrrontatograrlune doit tlréorirlltettrellt
le pic dit de "volume tr:ort", re.présentaltt

ce cas I'acétone.L.e secoltrJ pic est le pic
pic est le pic ile parahyclroxylrettzoate dc

Soient :

Tro le terr.lps de rétertti<lrt du ler pic
Trl le t6nlps rle réterrtiorr rlu 2èrne pic
Trl2 le ternl)s tle rétention tlu 3èrne pic

faire apparaîtrc 3 pics. [.e prernier cle r:es pics cst

le temp.s <l'élrrtiotr rl'urr cornposé rron re"tcntr, rlalrs

<le paralryrlroxyl:rcrrzoate rle rrré.thyle, le troisiè.nre

propylc. 'i

I

K'2
(I=

K'l

Calculer :

l'r I - 'I\'o
K',I= __*--_*

7\'o

'li'Z - li'o
K',2- --**--" ' li.o

Calculer Ie no

*=(:*)

Puis clé.tenrrirre.r I-[/2 = largeudrlu 3èrne pic à rni-lrauteur (en rrrnr)'.

Tr2 = ternps cle rétention rlu 3è.rne pic (err rtrrn).

rribre cle plateaux tlréoriclrres
2

x 5,5,1

5 - RIISULL\TS

Le nonrtrre de ;:latenux ef{rcace.s rrre.suré pâr cette tecltniqrre
I 500.

nc rloit pas êlre inférienr à

la valeur calcùléc est effectivenrent in[éricur-e, recorr]rncr)ccr lr: test rrne s«:r.:onrle {iiis.
factettrclesélectivitécrnedevrapasê,treinltirierrràl'5,

les valeurs rle N et tle cr sottt toutcs cleux irrfdiicrrres âux norntes. la colonrre sera rrrise
rebrrt.

Si

L,C

Si
ârl

L'A,@T' [l..e guirle d'Assurnnce ())ualllé et rlr: ilraçrbillté
lère érlition Nove,,thre 1996
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